

















gene  delivery  systems  for  biomedical  applications.  Among  their  most  beneficial  features  for 
biomedicine, we  can  highlight  their  biocompatibility  and  their  outstanding  textural  properties, 
which  provide  a  great  loading  capacity  for  many  types  of  cargos.  In  the  context  of  cancer 
nanomedicine, combination therapy and gene transfection/silencing have recently been highlighted 
as two of its most promising fields. In this review, we aim to provide an overview of the different 
small  molecule  drug‐nucleic  acid  co‐delivery  combinations  that  have  been  developed  using 
mesoporous silica nanoparticles as carriers. By carefully selecting the chemotherapeutic drug and 
nucleic  acid  cargos  to be  co‐delivered by mesoporous  silica nanoparticles, different  therapeutic 
goals  can  be  achieved  by  overcoming  resistance  mechanisms,  combining  different  cytotoxic 
mechanisms,  or  providing  an  additional  antiangiogenic  effect.  The  examples  here  presented 
highlight the great promise of this type of strategies for the development of future therapeutics. 















based RNA‐delivery system  for  the  treatment of hereditary ATTR amyloidosis, opens  the door to 
countless opportunities  in the field of nucleic acid delivery,  for a plethora of different therapeutic 
applications.  By  delivering  different  nucleic  acid  therapeutics  to  specific  cells,  the  expression  of 





ensure  therapeutic efficacy  [11]. However,  the specific subcellular  location  that has  to be  reached 
changes with  the  type of nucleic  acid  cargo. For  example, plasmid DNA needs  to  reach  the  cell 
nucleus in order to be expressed and give rise to the formation of the desire protein [15]. On the other 









Vyxeos®  is  a  daunorubicin/cytarabine  combined  liposomal  formulation  that  achieved  extended 
overall survival in acute myeloid leukemia patients [16]. The strategy of joining nucleic acid delivery 
with  combination  therapy  in  a  single  nanoparticle  vehicle  appears,  therefore,  to  be  extremely 
promising  for  the  development  of  future  therapies.  Even  though  many  different  types  of 
nanoparticles have been proposed for the co‐delivery of drugs and nucleic acids, mesoporous silica 
nanoparticles  (MSNs)  seem particularly promising  thanks  to  their outstanding properties, which 
have turned MSNs into one of the most widely employed systems in nanomedicine research in recent 
years  [17,18].  While  many  different  review  articles  have  addressed  MSN  development  for 
therapeutics, we think that an update of recently reported work in their use for co‐delivery of small 







materials  consist  of  an  amorphous  silicon  dioxide  (silica)  matrix  with  ordered  porosity  in  the 
mesoporous  range.  Among  the  main  characteristics  that  make  mesoporous  silica  materials  an 














tolerated  [31,32]. Although  some  inconsistencies  have  been  found  between  in  vitro  and  in  vivo 
results, the main types of tissue damage caused by silica particles tend to correlate with thrombosis 
derived  from particle  aggregation  [32].  It  is worth noting  that  the  aggregation potential of  silica 





dose silica nanoparticles  in mice has shown  that, while  large  (500 nm) non‐porous silica particles 
produced  some  lung, heart and kidney damage attributed  to  resolved  thrombosis, no  significant 
toxicity was produced by MSNs and smaller non‐porous silica particles [35]. 
One of  the most  explored areas of  research  in  the  context of MSNs  for drug delivery  is  the 
development of intelligent mesoporous materials that are capable of inducing the release of their load 




polymers  [37]  to  smaller  compact  nanoparticles  [38].  The  connector  through which  the  gate  is 
anchored, or some of the components of the gate itself are designed to produce a response (change of 













were  initially  explored.  By  modifying  silica  particles  with  positively‐charged  organic  moieties, 
intracellular nucleic acid delivery becomes possible, at  least  in vitro [64,65]. Not only can surface‐
modified non‐porous silica particles be used for gene transfection, but Miyata et al. have also shown 








MSNs with  a  polycationic  component, which  the  negatively  charged  nucleic  acid  cargo will  be 
inserted  in  for  transport.  In  this strategy,  the polycation can be adsorbed on  the MSN surface by 
electrostatic  interactions  or  it  can  be  covalently  grafted, which will modify  the  behavior  of  the 
composite  system. Finally,  a more  recent  approach has  consisted  in preparing novel MSNs with 
enlarged pores in which the cargo nucleic acid can be loaded. This leaves the nanoparticle surface 




delivery  by  surface‐functionalized MSNs  (left),  nucleic  acid delivery  by  polycation‐coated MSNs 
(center) and nucleic acid delivery within MSN pores (right). 
3.1. Nucleic Acid Delivery by Surface‐Functionalized MSNs 
The most  common  strategy  for  nucleic  acid  delivery  by  surface‐functionalized MSNs  is  to 
decorate  the  nanoparticle  surface with  positively  charged  amino  groups  (for  example,  using  (3‐
Aminopropyl)  triethoxysilane  or APTES).  These  amino  groups  on  the  nanoparticle  surface will 
interact with  negatively  charged  phosphate  groups  of  nucleic  acids,  enabling  them  to  carry  the 
nucleic acid cargo inside cells. The following examples have been selected to illustrate the variety of 
nucleic acid cargos that can be used with this strategy for different biomedical applications. 
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Surface  amino‐functionalized MSNs were  seen  to  provide  in  vivo  transfection  of  a  platelet 
derived growth factor B (PDGFB) plasmid in the context of Achilles tendon healing, even though the 
transfection efficiency of the same particles in vitro appeared to be negligible [70]. Chen et al. also 
prepared  positively‐charged MSNs  that were  shown  to deliver  the  hepatocyte  nuclear  factor  3β 
(HNF3β) plasmid to induced pluripotent stem cells (iPSCs), inducing differentiation into hepatocyte‐









MSNs  that  improved  their  in vivo  transfection capacity with a  therapeutic plasmid by enhancing 





improved  behavior with  larger  in  vitro  interferon‐α  production was  achieved,  compared  to  the 
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such  as  poly(2‐(dimethylamino)ethylmethacrylate)  (PDMAEMA)  and  poly  (2‐
(diethylamino)ethylmethacrylate)  (PDEAEMA)  [85]. With  these  systems, Bhattarai  et  al. not only 
showed the feasibility of employing other polycations for DNA and siRNA delivery, but they also 
showed that loading these composite particles with chloroquine enhanced their transfection capacity. 





transfection  efficiency  [86]. Lin  et  al.  later developed MSNs with PDMAEMA  covalently grafted 
through  disulfide  bonds. When  the  particles were  incubated with  cells while  carrying  a  siRNA 
sequence  inserted  in  the polymeric component,  the  reducing  intracellular environment  led  to  the 
cleavage of the disulfide bonds, detaching the polymer and easing siRNA release [87]. Through this 
mechanism, the particles showed an improved gene silencing capacity, even when compared with 





More  recently,  Kar  et  al.  prepared  poly‐L‐arginine‐grafted  MSNs  which  were  capable  of 
transfecting  HeLa  cells  with  a  plasmid  encoding  for  the  fluorescent  protein  mCherry  [57]. 
Interestingly,  in  that work,  it was observed  that poly‐L‐arginine‐grafted MSNs were much more 
efficient  at  transfecting  HeLa  cells  than  analogous  poly‐L‐arginine‐grafted  non‐porous  silica 
nanoparticles. The authors hypothesized that this difference was caused by a higher density of poly‐
L‐arginine on  the surface of non‐porous silica particles, which prevented  the plasmid  from being 
released in an efficient way.   
3.3. Nucleic Acid Delivery within MSN Pores 





release of plasmids  [89]. Zhu  et al.  later prepared  large pore organically‐functionalized and PEI‐
coated hollow MSNs that could also be used to deliver a hepatocyte growth factor (HGF) plasmid 
into bone marrow‐derived MSCs in the context of regenerative medicine [90].   











endothelial  growth  factor  (VEGF)  siRNA  in  vivo,  inhibiting  tumor  growth  after  intratumoral 
injection. Möller et al. developed another siRNA delivery system, based on novel stellate core–shell 










linkers with  a positively‐charged  ammonium group  at  their  end  [95]. This  assembly  enables  the 
loading  of  both  plasmid DNA  and  siRNA, which would  be  released  after  cellular  uptake  as  a 
consequence  of  the  cleavage  of  the  linkers,  by  either  acidic  endosomal  pH  or  the  reducing 
intracellular environment. As another example, Prabhakar et al. also developed a redox‐responsive 
siRNA delivery system based on MSNs with expanded mesopores capped with hyperbranched PEI 
grafted  through  redox‐cleavable  disulfide  bonds  [96].  After  cellular  uptake,  and  thanks  to  the 
intracellular  reducing environment,  the system was capable of  releasing a cell‐killing siRNA  in a 
sustained manner for several days, showing very promising in vitro biological activity. An alternative 
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strategy to achieve prolonged siRNA delivery without using polymers as capping agents is coating 
the  particles with  lipid  bilayers,  a  nanosystem  known  as  protocells  [97]. Ashley  et  al.  prepared 
protocells for siRNA delivery based on large pore (23–30 nm) MSNs and coated by actively‐targeted 
lipid bilayers  [98]. These protocells had a 10‐  to 100‐fold greater siRNA  loading capacity than the 
equivalent liposomes without silica component. They were also shown to produce complete silencing 
of the expression of cyclin A2, B1, D1, and E.   




Kupffer  cells, both  in vitro and  in vivo  [101]. miRNAs are non‐coding RNAs which  regulate  the 










The most  common  strategies discussed  in  the previous  section  consist of employing  surface 
functionalizations or a polycationic coating on  the surface of MSNs  to complex nucleic acids and 




coated  hollow  MSN  system,  that  could  co‐release  fluorescein  and  a  cytosine‐phosphodiester‐
guanine‐oligodeoxynucleotide, as models for small molecule drugs and nucleic acids, respectively 
[69]. Another proof‐of‐concept work,  in  this  case by developing  a near  infrared  light‐responsive 
system, was developed  by Chang  et  al  [107]. With mesoporous  silica‐coated  gold nanorods,  the 
authors successfully prepared a system that could co‐deliver Dox and dsDNA or a GFP siRNA. As a 
recent example for non‐cancer application, PEI‐coated MSNs have also been developed to co‐deliver 
the  therapeutic  peptide  osteostatin  and  a  SOST  siRNA  for  osteoporosis  treatment  [51].  By  co‐
delivering a  therapeutic agent  that stimulates bone production  (osteostatin) and another one  that 


























Doxorubicin  Bcl‐2 siRNA  None  None  Avoiding non‐pump 
resistance  [109] 
Doxorubicin  Bcl‐2 siRNA  Redox  Zebrafish  Avoiding non‐pump 
resistance  [110] 
Doxorubicin  Bcl‐2 siRNA  Redox  Mouse  Avoiding non‐pump 
resistance  [111] 






Doxorubicin  CTGF siRNA  Hyaluronidase  Mouse  Avoiding non‐pump 
resistance  [114] 
Doxorubicin  Pgp siRNA  pH  None  Avoiding pump‐mediated 
resistance  [115] 
















Doxorubicin  p53 plasmid  Redox  None  Inducing direct cancer cell 
death  [120] 






Sorafenib  VEGF siRNA  pH  None  Inhibiting angiogenesis  [130] 
Doxorubicin  VEGF siRNA  pH, Redox  Mouse  Inhibiting angiogenesis  [131] 
Ursolic acid  VEGF siRNA  None  None  Inhibiting angiogenesis  [132] 
Doxorubicin  VEGF shRNA  None  None  Inhibiting angiogenesis  [133] 
4.1. Avoiding Non‐Pump Resistance 
Chen  et  al. used MSNs  coated with G2 polyamidoamine dendrimers  to  co‐deliver  the drug 
doxorubicin  (Dox) and a Bcl‐2 siRNA  [109].  In  this work, Dox would be responsible  for  inducing 
cancer cell death by inducing apoptosis, while the used Bcl‐2 siRNA would act as a suppressor of 






objectives:  first,  it prevented  the premature release of  the small molecule cargo  (Dox), which was 
loaded within the mesopores. Second, its positive charge enabled it to interact with the cargo siRNA. 





adenocarcinoma  MCF‐7  xenograft  mouse  model.  PEGylated  PEI‐coated  MSNs  have  also  been 
developed to co‐deliver Bcl‐2 siRNA, with epirubicin as another chemotherapeutic drug, enhancing 
the antitumor effect both in vitro and in vivo, compared to particles carrying only the drug [112].   
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induce  the  upregulation  of  Bcl‐xL  and  the  cellular  inhibitor  of  apoptosis  protein  1  (cIAP1). 





MSNs, with a cascade of  two  targeting agents  (hyaluronic acid, HA, and peptide) and  two cancer 
therapeutic  agents  (connective  tissue  growth  factor  (CTGF)  siRNA  and  Dox).  (b)  Schematic 











dual  delivery  system,  the  authors  observed  an  increase  in  the  cytotoxic  effect  of  the  particles 




tumor  sites  [116]. A  very  similar  system was  used  by Wang  et  al.  in  the  context  of  squamous 
carcinoma  treatment  [117].  In  this work, PEI‐coated MSNs were also used  to co‐deliver Dox and 
siRNA against MDR1 (Pgp1), achieving a huge decrease in tumor size in vivo (over 80% decrease 
after 28 days). A different type of pump‐mediated resistance does not involve the direct pumping of 
the  chemotherapeutic  drug  outside  of  the  cancer  cell,  but  is  related  to  the  overexpression  of 
transmembrane Ca2+ channels [118]. This overexpression is associated with an increase of Ca2+ influx, 
which  is  involved  in proliferative pathways. Wang et al. developed amino‐functionalized hollow 












induce  cell  death  by  itself,  aiming  to  achieve  a  synergistic  effect  by  exploiting  two  different 
cytotoxicity mechanisms simultaneously. An example of this strategy can be found in the work of Lin 
et  al  [120].  In  this work,  the  authors developed  a  redox‐responsive MSN  system  coated with  a 
chitosan derivative, to co‐deliver Dox and a plasmid encoding the p53 protein. p53 plays a critical 
role in the organism, by inducing apoptosis in damaged cells or cells in which their genetic material 
has been  significantly  compromised. The p53 gene  is often mutated  in different  types of human 
tumors and delivering it to the target cancer cells has been proposed as a therapeutic strategy, with 
great promise  for  future  translation  [121]. This  co‐delivery  system would,  therefore, provide  the 
combined effect of both therapeutic molecules being delivered. Furthermore, the chitosan derivative 
grafted on the nanoparticle surface was linked through disulfide bonds that could be cleaved under 
the  reducing  intracellular  environment. Once  the nanoparticles have been  internalized by  cancer 
cells, the release of both Dox and a p53 plasmid would take place [120]. This concept was validated 
in  vitro  with  HeLa  cells  by  the  greatly  enhanced  cytotoxic  effect  of  the  system  carrying  both 





but  selecting  an  anti‐TWIST  siRNA  as  the  therapeutic  nucleic  acid  cargo  [123].  TWIST  is  a 
transcription factor that is linked to cancer in the context of angiogenesis, metastasis, cancer stem cell 
phenotype, and drug resistance [123]. For this reason, we co‐delivered this siRNA  in combination 
with  the  chemotherapeutic  drug  daunorubicin  for  ovarian  cancer  therapy.  The  delivery  system 
employed  was  based  on  core‐shell  Fe3O4@MSNs  coated  by  a  functionalized  PEI  polymer.  The 
cytotoxic  effect  of  the  system  combining  both  therapeutic  cargos was  enhanced  even  further  by 
activating the core magnetic particles with oscillating magnetic field.   
4.4. Inducing Indirect Cancer Cell Death through Expressing Prodrug‐Activating Enzymes 











toxic  molecule  known  to  induce  a  strong  bystander  effect.  This  plasmid  was  introduced  in 
ultrasound‐responsive PEI‐coated hybrid MSNs to transfect tumor‐tropic placental stem cells. The 
particles were shown to maintain their capacity to load small molecules into their mesopores, and 
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release  their  small molecule  cargo  upon  ultrasound  exposure.  Regarding  plasmid  delivery,  the 








employed  to kill cancer cells, consists of preventing cancer cells  from getting enough nutrients  to 
survive. One way to achieve this is by attacking the tumor blood supply, preventing it from forming 
new  blood vessels which  are  essential  for  its  survival. This  strategy  is known  as  antiangiogenic 
therapy, and several types of drugs can be employed for this purpose, being one of the most common 
therapeutic targets, VEGF [127]. Delivering siRNA sequences directed against VEGF production is 




context, Zheng  et  al.  developed  a  co‐delivery  nanosystem,  based  on MSNs  for  the  treatment  of 
hepatocellular  carcinoma  [130].  In  this work,  sorafenib  (an  antiangiogenic drug) was  introduced 
inside  MSN  mesopores,  while  a  VEGF  siRNA  was  adsorbed  on  the  nanoparticle  surface  by 




Figure  5.  (A)  Schematic  representation  of  the  preparation  procedure  of  Sorafenib  and  vascular 
endothelial  growth  factor  (VEGF)  siRNA  co‐loaded  modified  MSNs;  (B)  Mechanism  of  the 
therapeutic effect. This image is used without modifications from [115]. Copyright © 2020, American 
Chemical Society. 
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poly(allylamine  hydrochloride)‐citraconic  anhydride.  These  particles  were  then  coated  with  an 
external cationic layer of galactose‐modified trimethyl chitosan‐cysteine, which was used to load a 











was only  evaluated  in vitro by means of  a human vascular  endothelial  cells  (HUVEC)/HeLa  co‐
culture model,  the  inclusion of a magnetic core adds an  interesting possibility  to  further enhance 
therapeutic efficacy, by adding a third therapeutic modality through magnetic hyperthermia. 
4.6. Future Directions 















the systemic administration of MSNs. As a consequence, we believe  that  to clinically validate  the 








stimuli‐responsive  systems,  great  therapeutic  efficacy  can  be  observed,  at  least  in  small  animal 
models.  The  next  step  in  this  field  of  research  will  consist  of  selecting  the  most  promising 
formulations and optimizing  large scale production systems  that will enable  the validation of  the 
proof‐of‐concept initial studies in more clinically‐relevant models, and eventually, the development 
of clinical trials.   
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